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摘要 亲和体(affibody)是一种衍生于葡萄球菌 A蛋白 B结构域的人工蛋白质分子．B结构域含 58个氨基酸，形成 3个 琢螺
旋结构，分子质量约为 6.5 ku．其中第一及第二螺旋中的 13个特定位点的氨基酸对其结构无明显影响，这些位点可被随机
突变形成理论上可与任何靶分子结合的亲和体文库．筛选该文库可获得能与某一靶分子特异结合的亲和体．亲和体与靶分子

的结合特性与抗体相似，但与抗体相比具有一些独特的优势，如：通过体外筛选即可获得，以化学合成方法或原核表达即可

大量制备，分子质量小、在生物体内组织穿透性强、血浆清除率高，理化稳定性好，可以通过交联或融合表达与标记分子

(如荧光蛋白、生物素等)结合而不影响其与靶分子的结合能力．亲和体可作为抗体的替代品，用于蛋白质识别、分离及纯化、
实验诊断、分子显像及靶向治疗．
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亲 和 体 (affibody) 是 葡 萄 菌 属 蛋 白 A
(staphylococcal protein A，SPA) B结构域的人工突
变体，具有与其他蛋白质结合的能力，是一种新型

的蛋白质配体[1]．SPA是 A型金黄色葡萄球菌的一
种细胞壁蛋白，含有 S、E、D、A、B、C、X等 7
个结构域，其中 B结构域含 58个氨基酸，形成 3
个 琢螺旋结构，分子质量约为 6.5 ku，是介导 SPA
与 IgG(IgG3除外)的 Fc段结合的主要功能片段[2]．

SPA与 IgG Fc段结合并不干扰 Fab段与抗原结合，
可形成 A蛋白 -抗体 -抗原复合物，常用于识别及
分离 IgG．1995年瑞典学者 Nord等[3]合成 B 结构
域核酸序列，改称为 Z结构域，Z结构域的第一及
第二螺旋结构中特定的 13个位点(Q9，Q10，N11，
F13，Y14，L17，H18，E24， E25， R27，N28，
Q32，K35)的氨基酸组成对 Z结构域的高级结构无
明显影响，将这些位点随机突变后构建的肽文库，

理论上含有可与任意目标蛋白结合的分子，经亲和

筛选后可得到与某一特定分子结合的亲和体[4]．迄

今为止，已筛选出如 Taq DNA多聚酶、人胰岛素、
人载脂蛋白 A-1 变异体、表皮生长因子受体
(epidermal growth factor receptor，EGFR)、人类表

皮生长因子受体 2 (human epidermalgrowth factor
receptor-2，HER2)、肿瘤坏死因子(tumor necrosis
factor-琢，TNF琢)、茁 淀粉样肽 (amyloid-茁，A茁)、
IL-8、gp120、CD28、IgA、IgE及 IgM等多种蛋白
质的亲和体 [5]．亲和体的骨架结构及已筛选出的

A茁、TNF琢、HER2、EGFR、PDGF、HER3蛋白质
分子的亲和体为 Affibody公司的专利产品．由于
亲和体来源于 Z结构域，因此以“Z”命名，如
HER2亲和体命名为 ZHER2:4，其中“4”代表克隆序
号；HER2亲和体二价体命名为(ZHER2:4)2；若在亲和

体氨基端融合白蛋白结合结构域(ABD)，则命名为
ABD- ZHER2:4．

亲和体在特异性及亲和力等方面与抗体相似，

但在筛选、制备及实际应用中具有独特优势：a．
可以用体外筛选的方法获得，时间短、过程简单；

b．通过优化可获得热稳定性、化学稳定性、复性
效率及亲水性等更好的亲和体，如 23位置突变为
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丝氨酸的 HER2亲和体，Tm值明显增加，该分子

加热至 90℃冷却至室温 3个循环后仍具有亲和能
力，同时其亲水性也有所增强[6]；c．分子质量小，
可直接经化学方法合成，且化学合成的亲和体精确

度高、重复性强、不易形成生产批次差异；d．一
级结构中不含有二硫键，重折叠时间仅为 3 滋s，具
有较强的复性能力，可应用原核表达系统大量制

备；e．荧光素、生物素等报告基团可精确交联或
融合在亲和体特定位置而不影响其亲和能力；f．
亲和体在生物体内血浆清除率高，组织穿透性强，

不易产生非特异性结合．基于以上特点，亲和体有

望替代抗体广泛应用于生物技术、临床诊断及治疗

等领域．

1 亲和体的筛选及制备

目前噬菌体展示技术、细胞展示技术、核糖体

展示技术及蛋白质互补分析技术等均有应用于体外

筛选亲和体的报道，其中噬菌体展示技术应用最为

广泛．噬菌体展示技术是以改构的噬菌体为载体，

把亲和体的基因片段定向插入噬菌体外壳蛋白质基

因区，使亲和体与噬菌体外膜蛋白融合表达，并展

示在噬菌体颗粒的表面，通过亲和筛选获得相应编

码基因．Nord等[3, 7-8]设计并合成亲和体 DNA文库，
将 DNA文库插入噬菌体质粒 pAffi1，制备噬菌体
文库 Zlib2002，容量约为 3伊109．该文库起初用于

筛选理化性质更稳定的 IgG Fc段的亲和蛋白，近
年来已应用于 EGFR、HER2、A茁等多种目标分子
亲和体的体外筛选工作．

细胞展示技术也有用于筛选亲和体的报道，以

筛选 TNF琢亲和体为例，亲和体文库在革兰氏阳性
细菌 -肉葡萄球菌中表达并展示在细胞表面，再与
标记后的目标分子 TNF琢混合．流式细胞仪分选出
与 TNF琢高度亲和的细胞，分选后的细胞即可用于
测序分析以确定亲和体序列[9]，而且可以通过分离

纯化直接从细菌表面获得亲和体．

核糖体展示技术(ribosome display technology，
RDT)是一种不依赖细胞的筛选技术，文库构建过
程不受转染效率影响，因此文库多样性及筛选效率

得到很大提高．如 IgG1 Fab段的亲和体 Zmab25即采

用 RDT 筛选获得的 [10]．正确折叠的亲和体及其

mRNA 同时结合在核糖体上，形成 mRNA- 核糖
体 -蛋白质复合物，将亲和体的基因型和表型联系
起来．亲和体核糖体展示文库与靶分子混合后，通

过分析与靶分子亲和的复合物 mRNA信息确定亲

和体序列[11].
蛋白质互补分析(protein complementation assay,

PCA)是指目的蛋白与配体相结合时，各自携带的
报告基团相互靠近即发出信号，用于蛋白质相互作

用分析．应用该技术进行筛选时目标蛋白与亲和体

文库在同一细胞内共表达，避免了目标蛋白的制备

及纯化等工作[12]，如 Nygren等[13-14]将 TNF琢与 茁内
酰胺酶氨基端片段融合，制备表达质粒转化大肠杆

菌，将亲和体序列融合于 茁内酰胺酶的羧基端片
段后插入噬菌体基因组，制备高滴度噬菌体并感染

带有 TNF琢质粒的大肠杆菌，IPTG诱导 TNF琢与
亲和体在细胞内共表达，TNF琢与亲和体结合后细
胞获得 茁内酰胺酶活性，在含有氨苄青霉素的半
固体培养基上可筛选出抗性克隆并对其进行测序分

析，确定亲和体序列．

亲和体分子质量小，可通过化学合成的方式获

得，单体一级结构中缺乏半胱氨酸，也可通过大肠

杆菌原核表达系统制备[15]，将亲和体序列克隆至

pET表达载体，在 BL21(DE3)菌株中表达带有 His
标签的重组蛋白，在变性条件下经 Ni-NTA柱纯化
获得．高纯度重组亲和体蛋白去除变性剂后可高效

快速重折叠成为具有正确高级结构的亲和体．利用

分子克隆技术还可将亲和体单体头尾相连构建二价

体或多价体，通过增加蛋白质结合的化合价明显减

小解离速率，如 ZHER2:4的解离系数 KD为 50 nmol/L,
而(ZHER2:4)2的 KD为 3 nmol/L，与靶分子的结合能力
明显增强[16]；还可将亲和体与其他蛋白质分子如白

蛋白结合结构域(albumin binding domain，ABD)、
荧光蛋白、细菌毒素等融合表达发挥多重生物学

作用．

2 亲和体的应用

2.1 生物技术

亲和体适用于目标蛋白检测、分离、纯化等生

物技术．亲和体与固相介质结合后，可用于分离纯

化目标蛋白；与 茁-半乳糖苷酶、辣根过氧化物酶、
或 IgG Fc段等融合，可在 ELISA、斑点杂交及免
疫组织化学等实验中代替抗体检测目标蛋白[17-18]；

融合细菌表面蛋白的人 IgA、IgE亲和体可作为细
胞分析工具用于凝集实验及免疫共沉淀等实验方

法；荧光素或荧光蛋白标记后可用于靶蛋白亚细胞

定位或应用流式细胞仪对细胞进行检测、分选，如

带有荧光标签的 HER2 亲和体可用于定量检测
SKOV-3移植瘤细胞细胞表面受体[19]；亲和体还可

138· ·



李爽, 等：新型蛋白质配体鄄亲和体研究进展2012; 39 (2)

作为生物传感器应用于荧光共振能量转移技术

(fluorescence resonance energy transferr，FRET)．另
外，有抑制靶分子活性的亲和体还可有某些特殊用

途，如 Taq多聚酶亲和体作为多聚酶抑制剂应用于
热启动 PCR反应体系以阻止非特异性扩增．
2.2 分子影像学

经同位素标记后的亲和体作为分子示踪剂在

SPECT及 PET等影像学应用中具有极大优势[20]．

亲和体的半衰期比正电子放射性核素或伽马放射性

核素的半衰期短，在仪器检测中特异性好，检测

效率高．HER2亲和体最先应用于肿瘤显像诊断研
究[21]，HER2是一种穿膜蛋白，是跨膜受体酪氨酸
激酶家族成员，在乳腺癌及卵巢癌中过度表达．由

Zlib2004噬菌体文库筛选获得 HER2亲和体，经细
胞学实验证实该分子能够与卵巢腺癌细胞 SKOV-3
表面的 HER2蛋白高效结合，经 SKOV-3移植瘤实
验证实该分子经小鼠尾静脉注射后 30～60 min
即可在肿瘤组织中富集．HER2 亲和体在大鼠体
内半衰期约 10～20 min，经同位素 18F(t1/2 110 min)、
68Ga(t1/2 68 min)、99mTc(t1/2 6 h)、111In(t1/2 2.8 天)等标
记后半衰期相对延长．经同位素标记后的亲和体经

鼠尾静脉注射后 1 h即在血液、相应的肿瘤组织、
肝脏组织及肾脏富集，在其他组织中分布很少．随

时间推移，在血液与肝脏中的分布迅速衰减，而在

肿瘤组织中衰减相对较慢，肿瘤组织及肾脏组织存

在高信号影[5]．与抗体相比，亲和体更适于作为放

射性检测介质应用于影像学诊断．尽管对抗体进行

多种优化，如制备 Fab、scFv、minibody等，但与
亲和体相比，仍具有较大分子质量，组织穿透力差

难以在实体瘤中充分富集，体内血浆清除速度慢，

另外，抗体及其片段容易在正常组织中如骨髓等形

成非特异性分布，易造成中毒症状．

2.3 临床治疗

针对靶分子活性中心的亲和体可封闭靶分子的

生物活性，用于临床治疗．A茁在阿尔兹海默病的
发病中起重要作用．瑞典学者 Gr觟nwall及 Jonsson
等[8]筛选出的 A茁亲和体，可有效识别及结合人血
浆及血清标本中的 A茁，有可能为阿尔兹海默病的
治疗提供新手段．EGFR与细胞的增殖、凋亡、分
化与迁移等生物学活性密切相关，在上皮来源的肿

瘤中 EGFR过度表达，封闭 EGFR可延缓肿瘤细胞
的生长．以往阻断 EGFR生物学活性的研究主要集
中在 EGFR单克隆抗体及 EGFR酪氨酸激酶抑制物
的制备工作中，EGFR亲和体的出现可能为上皮来

源肿瘤的诊断及治疗等研究工作提供新的方法[22].针
对肿瘤特异性表达分子的亲和体可为杀伤肿瘤细胞

提供靶向作用，如融合免疫毒性蛋白、螯合放射性

核素、嵌入生物微颗粒表面或展示于病毒颗粒表面

等．动物实验证明，以 250 滋g/kg融合有免疫毒素
PE38的 HER2亲和体注射乳腺癌荷瘤小鼠 3～6次
以后，乳腺癌移植瘤被根除；脂双分子层嵌有

HER2亲和体的脂质体可靶向杀伤高表达 HER2的
肿瘤细胞，提高治疗效率[23-26]．亲和体还可结合细

胞内转录因子等成分并阻止其生物学作用，为治疗

提供新手段[27-28]．

3 展 望

随着更多种亲和体的开发，亲和体有望在生物

技术、临床诊断及治疗领域替代抗体完成目标蛋白

检测、分离及干预生物学等作用．其半衰期短的缺

点可以通过分子克隆技术制备二价体或融合其他蛋

白质后被有效克服，为临床应用研究奠定基础．亲

和体作为外源蛋白质分子具有免疫原性，还有待于

进一步研究克服．
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An Engineered Affinity Protein鄄affibody

LI Shuang, HAO Zhi-Ming*

(The First A ffiliated Hospital, School of Medicine, Xi忆an Jiaotong University, Xi忆an 710061, China)

Abstract Affibodies are a new class of engineered affinity proteins derived from staphyloccocal protein A (SPA)
B domain. B domain is composed of 58 amino acids with a molecular mass of 6.5 ku and has a three-helical bundle
structure. Thirteen amino acid positions in helix 1 and helix 2 of B domain can be randomly mutated to construct
an affibody library without obvious compromise in its structural stability. Theoretically, this library contains
affibodies specific to any given target. Using affinity panning, a specific affibody can be obtained. Affibody has
some functional similarities with antibody. However, compared with antibody, affibody has some outstanding
properties. Affibody can be obtained by in vitro selection and can be produced in large scale by chemical synthesis
or prokaryotic expression. The smaller molecular size confers its higher tissue penetrativity and faster circulation
clearance. Affibody has a higher physical and chemical stability than antibody. In addition, affibody can be
cross-liked with or fusion co-expressed with reporter molecules such as fluorescent protein, biotin and so on. This
class of engineered affinity proteins has been used in detection, separation, and purification of target proteins and,
might be extensively applied in experimental diagnosis, molecular imaging and targeted therapeutics in the future.
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